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Abstract
AIM: To evaluate the effect of vector-based 
smal l in ter fer ing RNA promoted by U6 
(pSilencer2.0-U6) on the inhibition of hepatitis B 
virus (HBV) replication in HepG2-N10 cells.
METHODS: Several sequences targeting on dif-
ferent regions of HBV genome were inserted 
into pSilencer vectors. The expression plasmids 
were then transfected into HepG2-N10 cells, a 
cell line which stably expressed HBsAg, HBeAg 
and adw2 subtype Dane Particles. Viral antigens 
were measured by enzyme linked immunosor-
bent assay (ELISA). Viral mRNA was analyzed 
by reverse transcription-polymerase chain re-
action (RT-PCR). The covalent closed circular 
DNA (cccDNA) secreted into the culture media 
were measured by quantitative real-time PCR.
RESULTS: Vector-based RNA interference po-
tently reduced HBsAg and HBeAg expression 
in cell culture. Furthermore, RT-PCR analysis 
showed that viral mRNAs were effectively de-
graded, thus eliminating the messengers for pro-
tein expression as well as templates for reverse 
transcription. Quantitative Real-time PCR analy-
sis of cccDNAs revealed that vector-based RNA 
interference inhibited HBV replication efficiently 
(HBV DNA log10: pS: 4.00 ± 0.13; pC: 4.08 ± 0.10; 
pX: 4.28 ± 0.06; pN: 5.05 ± 0.07; HepG2-N10: 4.74 ± 
0.06; HepG2: <2.70).
CONCLUSION: RNA interference can inhibit 
HBV gene expression and virus replication.
Key Words: Hepatitis B Virus; RNA interference; 
Virus replication
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chain reaction, RT-PCR)检测病毒mRNA, 并
以荧光定量PCR法检测分泌入培养基的共价
闭合环状DNA (covalent closed circular DNA, 
cccDNA). 
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H B V 携 带 者 及
慢性感染者数量
众 多 ,  但 是 对 于
慢性感染者的抗
病毒治疗选择仍
然 有 限 ,  且 效 果




工 具 .  本 研 究 设
计 并 构 建 了 可
产生s iRNA的表
达 质 粒 ,  通 过 转












cccDNAs明显下降(HBV DNA log10: pS: 4.00
±0.13; pC: 4.08±0.10; pX: 4.28±0.06; pN: 
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1.1 材料 Tr izol试剂及阳离子脂质体Lipofecta-
m i ne购自Invi t rogen公司. Du lbecco改进的
Eagle培养基(DMEM)、 胎牛血清及抗生素购
自Hyclone公司. DNA测序及发夹RNA (short 









并且HBV 4个开放读码框(open reading frame, 
ORF)转录的mRNA也能由RT－PCR法检测出
来[21]. HepG2-N10细胞株的培养条件包括DMEM
培养基, 并含有100 mL/L胎牛血清, 2 mol/L的L-
谷氨酰胺, 100 mg/L青霉素及100 kU/L链霉素. 
培养条件包括: 增湿的37℃温箱, 含有50 mL/L 
的C O 2.  细胞活力以台盼蓝染色排除法判断 . 
HepG2-N10细胞在转染前24 h内铺入24孔板. 以
Lipofectamine阳离子脂质体作为转染试剂, 转染





1.2 方法 应用Ambion公司在线软件, 我们选















应 用 s i R N A 抗
H B V 富 有 吸 引
力 ,  因为HBV的
mRNA有着极大


















个限制性核酸内切酶Bam HI 及Hin dⅢ的黏性末
端. pSilencer 2.0-U6表达质粒由供应商分别以
Bam HI及Hin dⅢ酶切处理, 形成线性化片段, 并
除去酶切下来的小片段而纯化, 因此他不能发
生自身连接. 按照供应商的说明, 应用T4 DNA
连接酶将退火后的双链核苷酸片段插入线性化
的载体. 按照说明, 将退火后的双链核苷酸片段
插入pSilencer 2.0-U6载体Bam HI及Hin dⅢ位点
中. 这样, 即完成了可分别表达针对S区, X区及C
区shRNA表达质粒的构建. 这3种表达质粒分别







DNaseI消化30 m in除去残存DNA, 总RNA以
Trizol试剂再次提取, 离心沉淀后溶解入DEPC-





定为20 mL, 并含有模板2 mL, 0.18 mmol/L的
dNTP混合物, 3.00 mmol/L MgCl2, 1.96 mL的10
×嗜热缓冲液, 上游及下游引物各750 nmol/L. 
并设立阳性对照与空白对照. 经电泳及扫描后, 
所有PCR产物条带经β-肌动蛋白标化后由分析
软件Gel Pro analyzer32测定. 引物信息如表1所
示, PCR条件如表2所示.






量的提取液Ⅰ混合. 混合物以13 000 r/min离心
10 m in, 在移去上清液后加入25 mL的提取液
Ⅱ, 充分重悬浮沉淀物后再次以2 000 r/m in离
心10 s, 并100℃水浴10 m in. 当混合物经第二
次13 000 r/min离心10 min后, cccDNA即溶解
入上清液中. 每40 mL 的反应体系含有2 mL的
上清液(模板). PCR扩增反应在PE Gene Amp 
5700荧光PCR仪 (美国Perk in-Elmer公司)上
进行. P C R扩增反应程序设定为37℃ 5 m i n, 
94℃ 1 min, 95℃ 5 s, 60℃ 30 s, 扩增40个循环 
    统计学处理 HBsAg及HBeAg测定及病毒







表  1 PCR扩增引物信息

















表  2 PCR扩增条件





94.0℃  30 s, 55.0℃  30 s, 72.0℃  45 s, 26循环
94.0℃  30 s, 52.5℃  30 s, 72.0℃  45 s, 28循环
94.0℃  30 s, 53.0℃  30 s, 72.0℃  50 s, 29循环

















流 行 株 的 a d w 亚
型HBV, 不同于常
用的HepG2 2.2.15
表 达 的 a y w 亚 型
HBV. 
www.wjgnet.com




水平. 经pS-Lipofec tam ine复合物处理48 h后
HepG2-N10细胞的HBsAg表达水平较阴性对














水平下降46%, 并有显著性差异(P <0.001). 同样
地, 经pX-Lipofectamine处理后相应mRNA表达
水平下降47%, 亦有显著性差异(P <0.001, S-pN: 
0.75±0.11; X-pN: 0.59±0.13; C-pN: 0.61±0.03; 
S-pS: 0.34±0.07; X-pX: 0.31±0.07; C-pC: 0.33
±0.08).
2.3 表达质粒对H B V c c c D N A的影响 H B V 
c c c D N A的表达水平采用荧光定量P C R法测
定, 该法测定下限为500×103拷贝/L. 与阴性对




性(P <0.001, HBV DNA log10: pS: 4.00±0.13; 
pC: 4.08±0.10; pX: 4.28±0.06; pN: 5.05±0.07; 






























表  3 HBsAg及HBeAg的测定水平 (mean±SD, A )















图 1 HepG2-N10细胞mRNA表达水平(RT-PCR法). 1: Marker, 
上: 0.5 kb; 2, 6, 8, 10: β-肌动蛋白; 2, 5经pN处理; 3: X基因
mRNA; 4: C基因mRNA; 5: S基因mRNA; 6, 7: 经pX处理; 7: 
X基因mRNA; 8, 9: 经pC处理; 9: C基因mRNA; 10, 11: 经pS
处理; 11: S基因mRNA.
1  2   3   4   5
1   6   7  8   9  10 11
■应用要点
本 实 验 构 建 了
能产生s iRNA的








































Leupin et al [31]研究表明X蛋白刺激HBV基因组
复制可能与DDB1依赖途径有关.






异体以逃避siRNA的抑制. Das et al [32]观察到在
培养几周之后, HIV-1即可产生不受siRNA抑制
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